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본 연구는 세포 투과성이 높은 동시에 T세포에 선택성이 있는 세포  
투과 펩타이드(Cell penetrating peptide, CPP)를 개발하고자 하였다. 
이를 위해 세포 투과성이 높은 것으로 보고되었으나 세포 선택성이  
없는 양친매성 CPP를 변형하여 무작위 서열을 도입한 펩타이드 변이체의 
파지 디스플레이 라이브러리를 제조한 후, T세포에 친화성이 있는  
펩타이드를 선별하였다. 이들 중 친화성 빈도가 높은 3개의 펩타이드  
서열을 합성하여 형광 표지한 후 유세포 분석기로 펩타이드의 세포 투과 
효율을 측정한 결과, 세 펩타이드 중 LK3 펩타이드가 T세포에 선택성이 
있음을 확인하였다. 또한 LK3 펩타이드는 나노몰 농도에서 세포막 수용체를 
매개하여 T세포를 통과하며, T세포의 면역 억제 약물인 Cyclosporin A를 
운반하는 능력이 있음을 확인하였다.  
본 연구의 결과들을 바탕으로 양친매성 CPP를 변형한 파지 디스플레이 
라이브러리의 제조 및 선별 방법이 세포 투과성이 높은 동시에 세포 
선택성이 있는 CPP를 개발하는데 유용함을 확인하였다. 향후 다양한 
표적 세포 선택적 투과 펩타이드를 개발하는데 적용될 수 있을 것으로 
기대한다. 또한 본 연구에서 얻은 LK3 펩타이드는 T세포에 대한 선택성이 
높고 T세포로 약물을 운반하는 능력이 있으므로, T세포 선택적 약물 
운반체의 개발에 이용될 수 있을 것으로 기대한다.  
 
주요어 : 세포 투과 펩타이드(Cell penetrating peptide, CPP),  
         파지 디스플레이 기술, Biopanning, T세포 
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1 
제 1장 서론 
1.1 연구 목적 
 
면역 반응에 관여하는 도움 T세포의 비정상적인 조절은 면역 관련  
질환 뿐만 아니라 악성 종양 생성에도 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 
있다(Miedema et al., 1988; Oh et al., 2002; Nishikawa et al., 2005; 
Skapenko et al., 2005). 면역 관련 질환의 대표적인 예로는 후천성  
면역 결핍  증후군과  자가면역  질환이  있으며 이를  치료하기  위해 
Zidovudine, Efavirenz, Saquinavir, Methorexate CyclosporinA와  
같은 약물이 개발되었으나, 약효를 나타내기 위해 고용량으로 투여함에 
따라 비표적 세포에 여러 부작용을 야기하는 것으로 보고되었다(Carr  
& Cooper, 2000; Jain et al., 2001; 이증훈 & 김수연, 2010; Lv et al., 
2015; Cho & Bae, 2017). 
약물의 세포 투과성을 높여 비표적 세포에 미치는 부작용을 완화하기 
위한 방안으로 세포 투과 펩타이드(Cell penetrating peptide, CPP)를  
이용한 약물 전달이 주목받고 있다(Vivès et al., 2008). CPP는 약물과  
복합체를 형성하여 약물의 세포 투과성을 향상시키는 것으로 보고되면서, 
세포 투과성 또는 세포 선택성을 향상시킨 다양한 CPP가 개발되었다 
(Stewart et al., 2008). CPP의 세포 투과성 향상에 중점을 둔 선행연구
에서는 나노몰 농도에서 세포를 투과하는 양친매성 CPP를 개발했지만 
(Hyun et al., 2007; Jang et al., 2014), 표적 세포에 대한 선택성이  
없다는 한계가 있었다(Zahid & Robbins, 2015). 한편 CPP의 표적 세포  
선택성 향상에 중점을 둔 선행연구에서는 파지 디스플레이 기술을 이용
하여 일부 표적 세포 선택적 CPP를 개발했지만 투과성이 낮다는 한계점이 
보고되었다(Svensen et al., 2012). 이에 따라 본 연구는 세포 투과성이  
높은 동시에 T세포를 선택적으로 투과하는 CPP를 개발하고자 하였다. 
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이를 위해 양친매성 CPP를 변형한 후 파지 디스플레이 기술을 이용 
하여 무작위 서열을 도입한 펩타이드 변이체 라이브러리를 제조하고,  
T세포에 친화성이 있는 펩타이드를 선별하였으며, 선별된 펩타이드를  































T세포는 골수 줄기 세포에서 생성되어 흉선에서 성숙되는 과정을  
거치면서 도움 T세포 또는 세포독성 T세포로 분화한다(Miller, 2011). 
도움 T세포는 면역 작용에 필수적인 세포로, 세포독성 T세포의 활성화, 
B세포의 항체 생산, 식세포의 항박테리아 활동을 촉진한다(Abbas et al., 
1996). 도움 T세포의 비정상적인 조절은 후천성 면역 결핍 증후군, 
자가면역 질환, 천식 뿐만 아니라 악성 종양 생성과도 밀접한 관련이 
있는 것으로 알려져 있다(Miedema et al., 1988; Oh et al., 2002; 
Nishikawa et al., 2005; Skapenko et al., 2005).  
후천성 면역 결핍 증후군(Acquired immune deficiency syndrome,  
AIDS)은 인간 면역 결핍 바이러스(Human immunodeficiency virus,  
HIV)에 의해 도움 T세포가 파괴되어 면역 결핍을 유발하는 감염성 
질환이다(Miedema et al., 1988). HIV 생활사가 밝혀지면서 HIV의 
조립을 방해하는 다양한 항레트로바이러스제가 개발되었으며, 이로 인해 
AIDS는 치료가 가능한 만성질환으로 인식되고 있다(Arts & Hazuda, 
2012). 항레트로바이러스제인 역전사효소 억제제와 단백질분해효소 
억제제의 병용요법은 HIV의 증식을 효과적으로 저해하는 것으로 보고 
되어 AIDS 치료에 널리 이용되고 있으나, 여러 부작용을 야기하는 것 
으로 보고되었다(Golucci et al., 2018). 역전사효소 억제제의 경우, 
고용량으로 복용함에 따라 미토콘드리아 독성, 과민성, 지방 이상증을 
야기하며(Carr & Cooper, 2000), 단백질분해효소 억제제는 비표적 
세포인 지방 세포에 이상 지질 혈증과 인슐린 저항성을 유발한다(Jain 
et al., 2001; Lv et al., 2015). 
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자가면역 질환은 말초성 T세포 관용이 파괴됨에 따라 자기반응성 
T세포가 활성화되어 유발되는 만성 염증성 면역 질환이다(Asano et al.,  
1996). 류마티스관절염은 자가면역 질환의 하나이며, 활막의 염증을 시작 
으로 전신을 침범하여 관절 및 뼈의 변형을 유발한다(Choy & Panayi, 
2001). 류마티스관절염의 치료제로, 엽산의 대사를 억제하여 T세포의 
증식과 염증반응을 저해하는 메토트렉세이트(Methotrexate, MTX) 
제제가 우선적으로 사용되고 있으나(Cutolo et al., 2001), 혈액 내 잔류 
약물에 의해 구강궤양, 간독성, 골수억제, 간질폐렴 등의 부작용이 야기 
되는 것으로 보고되었다(Cho & Bae, 2017).  
Cyclosporin A (CsA)는 T세포의 Interleukin-2 (IL-2) 생성을 억제 
하는 면역억제제로, 다른 약물에 의한 치료 효과가 적은 자가면역 질환인 
농포성 건선, 홍피성 건선을 치료하는데 사용되는 약물이지만, 전립선 
비대증, 감각 이상, 신독성 등의 부작용을 야기하는 것으로 보고되었다 














1.2.2 세포 투과 펩타이드 
 
세포 투과 펩타이드(Cell penetrating peptide, CPP)는 세포 투과 
능력이 있는 펩타이드로(Vives et al., 1997), HIV-1 외피막 TAT 
단백질 연구를 통해 알려졌다(Green & Loewenstein, 1988). CPP는 
단백질, 올리고뉴클레오타이드, 저분자 약물과 같이 세포 투과 능력이 
낮은 약물을 세포 내부로 전달하는 운반체로 주목받으면서(Stewart et 
al., 2008), CPP를 약물 운반체로 이용하기 위한 연구가 진행되고 있다 
(Copolovidi, 2014). 
CPP의 투과성 향상에 중점을 두면서 인지질 이중층으로 구성된  
세포막을 효과적으로 투과하는 다양한 양친매성 CPP가 개발되었다 
(Fernandez-Carneado et al., 2003). Leucine (L)과 Lysine (K) 
으로 이루어진 양친매성 CPP는 나노몰 농도에서도 세포를 투과하지만 
(Hyun et al., 2007; Jang et al., 2014), 세포 선택성이 없어 비표적 
세포에 약물 전달 가능성을 높여 부작용을 야기할 우려가 있다(Zahid & 
Robbins, 2015). 부작용을 최소화 하기 위해 표적 세포에 대한 선택성 
을 향상한 CPP가 개발되었지만(Martin et al., 2010), 투과성이 낮다는 
한계가 있다(Svensen et al., 2012). 
한편, CPP의 세포 투과 기전은 명확히 밝혀지지 않았으나, 직접 투과와 
엔도사이토시스를 혼용하여 세포막을 통과하는 것으로 알려져 있다 









1.2.3 파지 디스플레이 기술 
 
파지 디스플레이 기술은 M13 박테리오파지 표면에 펩타이드를 발현하는 
기술이다(Smith, 1985). 파지 외피 단백질 N-말단에 펩타이드 변이체를 
발현하는 파지 디스플레이 라이브러리를 제조한 후, 표적에 대한 친화성이 
있는 후보물질을 선별하는데 널리 이용된다(Winter et al., 1994; Sidhu, 
2000).  
 파지 디스플레이 라이브러리를 제조하는 방법으로 하이브리드 비리온 
시스템이 있다. 하이브리드 비리온 시스템은 파지미드와 헬퍼파지를 이용 
한다. 파지미드는 융합 외피 단백질 유전자를 가지고 있는 플라스미드로 
파지의 복제 원점과 파지 조립 신호를 가지고 있다. 헬퍼파지는 야생형 
외피 단백질을 발현하는 파지로 파지 조립에 필요한 모든 유전자를 가지고 
있으나 파지 조립 신호에 결함이 있다. 따라서 박테리아에 파지미드와 
헬퍼파지를 공동감염하면, 방출되는 파지의 외피 단백질 일부에만 펩타이드 
변이체를 제시 할 수 있다(Bass et al., 1990).  
이 시스템은 파지의 외피 단백질 일부에만 펩타이드 변이체를 제시한다는 
점에서 파지의 박테리아 감염과 파지 조립 기능에 미치는 펩타이드의 
영향을 최소화할 수 있다는 장점이 있다(Pande et al., 2010). 또한 파지 
유전체를 이용한 방법(Smith, 1985)보다 분자량이 큰 폴리펩타이드를 












Biopanning은 파지 디스플레이 기술을 이용하여 제조한 펩타이드  
라이브러리 중에서 표적에 대한 친화성이 있는 펩타이드를 선별하는  
과정이다(Hoogenboom et al., 1998). Biopanning은 고체상 표면에  
고정한 표적을 파지 디스플레이 라이브러리에 노출시킨 후, 표적에 결합
하지 않은 파지는 세척하여 제거하고, 표적에 결합한 파지는 용출하여 
증폭하는 일련의 선별 과정을 수차례 반복하는 과정이다. 각각의 선별  
과정에서 얻은 파지는 대장균에 감염하여 증폭한 후 다음 선별 과정에  
사용되므로, 선별 횟수가 증가하면 표적에 대한 친화성이 큰 파지를  
농축 시킬 수 있다(Paschke, 2006).  
표적의 고정 방법은 표적의 특성에 따라 직접 고정 또는 간접 고정 방법이 
있다. 표적 분자의 특성이 명확히 알려진 경우에는 ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) plate, Immunotube, Polystyrene coated 
bead에 직접 고정하는 방법을 사용한다(Adda et al., 2002). 한편, 표적 
분자의 특성이 명확하지 않은 경우나 정제 과정에서 구조적인 변성을  
야기할 우려가 있는 경우에는 세포를 간접 고정하는 Cell-surface 
panning 방법을 사용한다(Siegel, 1997; Shadidi et al., 2003; Martin 
et al., 2010).  
Cell-surface panning은 양성 선택과 음성 선택을 동시에 이용하여 
표적에 대한 친화성이 큰 파지 만을 선별하는 과정이다(de Kruif et al., 
1995). 이 방법은 비오틴을 표지한 양성 선택 세포와 표지하지 않은  
과량의 음성 선택 세포를 섞어 준 후 이들을 파지 디스플레이 라이브러리에 
노출시키고, 양성 선택 세포에 대한 친화성이 있는 파지 만을 선별하여 
분리하는 과정으로 구성되며, 이를 통해 표적에 친화성이 큰 파지를 탐색
할 수 있다(Siegel, 1997). 
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제 2장 실험 방법 및 실험 재료 
 
2.1 세포 및 실험 재료 
 사람의 T 림프구에서 유래한 암세포 JurkatT 세포, 사람의 B 림프구에
서 유래한 하이브리도마 세포 F3B6 세포, 전골수구 유래 암세포 HL60  
세포를 10% FBS (Fetal bovine serum)와 1% Antibiotic antimycotic 
solution을 첨가한 RPMI1640 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건의 
가습배양기에서 배양하였다. 골육종 세포인 U2OS 세포를 10% FBS와 
1% Antibiotic antimycotic solution을 첨가한 DMEM 배지를 사용하여  
배양하였다.     
 올리고뉴클레오타이드와 프라이머는 Bioneer (Daejeon, Korea)에서 
제작하였다. nPfu Forte polymerase, 10×nPfu Forte buffer, dNTP, 
Sfi I 제한효소, T4 DNA 연결효소, TOPscript™ RT DryMIX (dT18 
plus)는 enzynomics (Daejeon, Korea)에서 구매하였다. XL1-Blue 
competent cell은 Agilent (California, USA)에서 구매하였고, 
RPMI1640, DMEM, FBS, Antibiotic antimycotic solution, DPBS, 
Trypsin-EDTA는 Welgene (Gyeongsangbuk-do, Korea)에서 구매
하였다. EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin은 Thermo fisher 
(Waltham, USA)에서 구매하였고, Anti-Biotin MicroBeads, MACS 
Cell Separation Column, MiniMACS Separator는 Miltenyi Biotec 
(Bergisch Gladbach, Germany)에서 구매하였다. TAMRA 형광을 표지한 
LKR, LK1, LK2, LK3 펩타이드(LKR: 5-TAMRA-LKKLLKLLKK 
LSSGGSSGGLKKLLKLLKKL, LK1: 5-TAMRA-LKKLLKLLKKLLS 
ATSSRALKKLLKLLKKL, LK2: 5-TAMRA-LKKLLKLLKKLSSWS 
LWSGLKKLLKLLKKL, LK3: 5-TAMRA-LKKLLKLLKKLICRWPSS 




TRIzol Reagent는 Invitrogen (California, USA)에서 구매하였고, 
Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit는 Qiagen (Hilden, Germany)에서 
구매하였다. GAPDH와 IL2 프라이머는 GENOTECH (Daejeon, Korea)

























2.2 파지 디스플레이 라이브러리 제조 
 
 
[그림 1] 파지 디스플레이 라이브러리 제조 과정 
파지 디스플레이 라이브러리 제조 과정은 실험 방법 2.2.1의 재조합  




2.2.1 재조합 파지미드 제조 
pDR-D1 파지미드의 pⅢ 외피 단백질 암호화 부위 5 말단에 위치한 
Sfi I 절단 부위 사이에 펩타이드 변이체, LKKLLKLLKKL(X)8LKKLLK 
LLKKL를 암호화하는 올리고뉴클레오타이드, ATGGCCGGATTAAAAA 
AACTTTTGAAACTTCTGAAAAAGCTC(NNK)8TTGAAGAAATTG
CTCAAGCTGCTTAAGAAGTTA를 삽입하여 재조합 파지미드를 제조
하였다(그림 1, 2). 이를 위해 합성된 올리고뉴클레오타이드를 Sfi I 서열이 
일부 포함된 프라이머(FOR 1과 REV 1)로 1차 증폭한 다음, 증폭된 
DNA를 완전한 Sfi I 서열을 가지고 있는 프라이머(FOR 2와 REV 2)로 
재증폭하였다. 이와 같이 증폭된 DNA와 pDR-D1 파지미드를 Sfi  I  
제한효소로 절단하고 섞은 후 T4 DNA 연결효소를 처리하여 재조합  
파지미드를 제조하였다. PCR에 사용된 프라이머의 서열은 다음과 같다 
(FOR 1: 5-CCGGCCATGGCCGGATTAAAAAAACTTTTG-3,  
REV 1: 5 -CGGGCCTAACTTCTTAAGCAGCTTGAGC-3  ,  
FOR 2: 5 -GAGGCCCAGCCGGCCATGGCCGGATTAA-3  ,  

















[그림 2] 재조합 파지미드 제조 과정 
NNK는 20개의 아미노산을 무작위로 지정하는 코돈이다. N은 A, T, C, 
















2.2.2 파지 조립  
 파지 조립을 위해 재조합 파지미드를 XL1-Blue competent cell에  
전기충격을 주어 형질전환한 후, SB배지(Super broth medium; 32 g 
Tryptone, 20 g Yeast extract, 5 g NaCl)에 넣고 37℃에서 250 rpm으로 
1시간 배양하였다. 배양액 일부를 덜어 둔 후, 엠피실린 플레이트에 도말 
하여 colony forming unit (cfu)로 파지 디스플레이 라이브러리의 다양성을 
확인하는데 사용하였고, 나머지 배양액에 테트라사이클린(10 µg/mL)과 
카베니실린(50 µg/mL)을 넣고 2시간 추가적으로 배양하여 형질전환된 
XL1-Blue 대장균을 선별적으로 증식시켰다. 이후 VCSM13 헬퍼파지
(4.081012 Pfu)와 카베니실린(50 µg/mL)을 첨가한 배지를 추가로 넣고 
2시간 배양한 후, 카나마이신(70 µg/mL)을 넣고 배양하여 헬퍼파지에  
감염된 대장균을 선별적으로 증식시켜 파지 조립을 유도하였다(그림 3). 
12시간 후 배양액을 4℃에서 12000 rpm으로 5분 원심분리하여 얻은 
상층액에 PEG (Polyethyleneglycol, MW:8000, 40 mg/mL)와 NaCl 
(20 mg/mL)을 처리하고 4℃에서 1시간 반응시킨 다음 12000 rpm으로 
5분 원심분리하여 파지를 침전시켰고, 1% BSA (Bovine serum albumin)를 
첨가한 TBS (Tris buffered saline, Tris-HCl, pH 8.0, 0.15 M NaCl, 
10 mM Tris) 용액으로 풀어준 후, 0.2 µm 필터로 여과하여 멸균한 후 
회수하였다. XL1-Blue 대장균 배양액(OD 1.0) 50 µL에 회수한 파지 
일부를 연속 희석하여 4 µL 넣어주었고, 상온에서 15분 방치한 후 37℃에서 
250 rpm으로 15분 반응시켜 감염한 뒤, 엠피실린 플레이트에 도말하여 

























2.3 표적 세포의 비오틴 표지  
JurkatT 세포를 수확하고 PBS (Phosphate-buffered saline, pH 8.0 
137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4) 용액으로 
3회 세척하여 배지에 녹아있는 amine을 제거하였다. 세척한 JurkatT  
세포를 PBS (pH 8.0)용액으로 풀어준 다음, 0.2 mM EZ-Link Sulfo-
NHS-LC-LC-Biotin을 처리하고 상온에서 30분간 반응시켜 표지하였다. 
비오틴 표지 반응이 끝난 JurkatT 세포를 100 mM 글리신을 첨가한 
PBS (pH 8.0)용액으로 3회 세척하여 여분의 비오틴을 제거한 후 PBS 
(pH 8.0)용액에 풀어주었다. 
 
2.4 Cell-surface panning 
비오틴을 표지한 JurkatT 세포와 표지하지 않은 U2OS 세포를 섞어  
수확하고 3% BSA를 첨가한 PBS (pH 7.4)용액으로 풀어준 후, 상온에서 
15분간 방치하여 Blocking하였다. Blocking 반응이 끝난 세포를 수확한 
후 MPBS (0.2%(w/v) nonfat dry milk in PBS, pH 7.4)용액으로 1시간 
Blocking한 파지와 섞어 37℃에서 2시간 반응시켰다. 이후 세포와 파지의 
반응물을 수확하고 2 mM EDTA와 0.5% BSA를 첨가한 PBS (pH 7.4) 
용액으로 풀어주었고, Magnetically activated cell sorting (MACS) 방법
(Miltenyi Biotec, Inc)으로 비오틴을 표지한 JurkatT 세포를 분리하였다. 
이를 위해 세포와 파지 혼합액에 Anti-Biotin MicroBeads를 넣고 4℃에서 
15분 반응시켰고, MACS Cell Separation Column에 혼합액을 넣고 2분 
기다린 후 MiniMACS Separator에 걸어주었다. MACS Cell Separation 
Column을 2 mM EDTA와 0.5% BSA를 첨가한 PBS (pH 7.4) 용액으로 
7회 씻어준 후, 압력을 가하여 비오틴을 표지한 JurkatT 세포를 선별적
으로 분리하였다(그림 4). 이후 분리한 JurkatT 세포를 수확하여 76 mM 
시트르산 용액(pH 2.1) 200 µL으로 풀어준 후 30초 간격으로 10분간  
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교반하여 파쇄하였고, 2M Tris-base 용액 24 µL로 중화한 후 4℃에서 
13000 rpm으로 1분 원심분리하여 파지가 포함된 상층액을 얻었다.  
상층액의 파지를 XL1-Blue 대장균 배양액(OD 1.0)에 넣고 상온에서 
15분 방치한 후, 37℃에서 250 rpm으로 15분 반응시켜 대장균에 감염
하였다. XL1-Blue 대장균 배양액 일부를 덜어둔 후, 엠피실린 플레이트에 
도말하여 산출 파지의 역가를 확인하는데 사용하였고, 나머지 XL1-Blue 
배양액을 실험방법 2.2.2와 동일한 방법으로 증식시켜 파지 조립을 유도
하고 파지를 분리하여 역가를 확인하였다. 증폭한 파지는 희석한 후 다음 





















[그림 4] Magnetically activated cell sorting을 이용한 Cell-surface 
panning 
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2.5 세포 투과 효율 측정 
HL60, F3B6, JurkatT, U2OS 세포를 각각 24 well culture dish에 
well 당 5104개를 심고 일정 시간 배양한 후 TAMRA (6-carboxy-
tetramethyl-rodamine)로 형광 표지된 펩타이드를 처리하였다. 일정 
시간 배양한 후 Trypsin-EDTA를 처리하여 세포를 수확하였고, DPBS 
(Dulbaccos phosphate bufferd saline)로 2회 세척한 후 DPBS 200 µL로 
풀어 유세포 분석기로 평균 형광 강도를 측정하였다. 펩타이드의 세포 
투과 효율을 상대적인 평균 형광 강도로 나타내었고, Student’s t-test를 
이용하여 통계 분석하였다. p values 값이 0.05미만인 값을 유의한 값으로 
보았으며, Excel 2016(Microsoft, Inc)을 사용하여 분석하였다.   
 
2.6 펩타이드의 화학적 합성 
LK3 펩타이드(LKKLLKLLKKLICRWPSSRLKKLLKLLKKL)를 고체상 
합성 방법을 이용하여 합성한 후, 펩타이드를 안정화시키기 위해 N- 
말단을 아세틸화하였다. HPLC를 이용하여 합성한 펩타이드를 분리하였
으며, 순도는 약 99.2%였다. HPLC 분석에 사용된 칼럼과 이동상의 조성, 
분석 방법은 다음과 같다. 칼럼: Zorbax C18 (3.5 µm, 4.6150 mm),  
이동상 A: 0.1% Trifluoroacetic acid (TFA)를 첨가한 물, 이동상 B: 
0.1% TFA를 첨가한 Acetonitrile (ACN), 분석 방법: 이동상 B를  
1 mL/min의 유속으로 다음의 경사로 흘려주었다(0-5분: 5%, 5-30분: 









2.7 IL2 억제능 측정 
 LK3 펩타이드, Cyclosporine A (CsA), LK3 펩타이드와 CsA를 
24 well culture dish에 각각 처리하고 20분 방치한 후, 5104개의  
JurkatT 세포 배양액 400 µL를 넣고 100 nM Ionomycin , Phorbol  
12-myristate 13-acetate (PMA)(10 ng/mL)를 처리하여 세포를  
활성화하였다. 6시간 후 세포를 수확하여 TRIzol Reagent 400 µL로 풀어 
주었고, chloroform 80 µL를 넣고 교반한 후 4℃에서 11000 rpm으로 
15분  원심분리하여  RNA가  포함된  상층액을  얻었다 .  상층액에  
Isopropanol 200 µL, Glycogen (8 µg/mL)를 넣고 상온에서 10분 반응 
시킨 후, 4℃에서 11000 rpm으로 10분 원심분리하여 RNA를 침전시켰고,  
침전된 RNA를 70% EtOH/DEPC로 세척한 후 15 µL의 0.1% DEPC  
treated water에 풀어주었다. 이와 같이 분리한 RNA 1 µg을 TOPscript™  
RT DryMIX (dT18 plus)(enzynomics, Inc)를 사용하여 cDNA로 역전사  
한 후, Rotor-Gene SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Inc)를 사용하여  
정량하였다. qPCR에 사용된 GAPDH와 IL2의 프라이머 서열은 다음과  
같다(GAPDH FOR: 5-TCGCTCTCTGCTCCTCCTGTTC-3, GAPDH  
REV: 5-CGCCCAATACGACCAAATCC-3, IL2 FOR: 5-GTGAAT 
ATGCTGATGAGACAGCA-3, IL2 REV: 5-GAAGGCCTGATATGT 
TTTAAGTGG-3). 
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제 3장 실험결과  
 
3.1 파지 디스플레이 라이브러리의 제조 과정 
 
LK 모듈의 양친매성 CPP(Hyun et al., 2010; Jang et al., 2014)는 
세포 투과성이 매우 높은 것으로 보고되었으나, 세포 선택성이 없다는 
한계가 있었다(Zahid & Robbins, 2015). 한편, 파지 디스플레이 기술로 
무작위 서열의 펩타이드 라이브러리를 제조하여 선별한 세포 선택적  
투과 펩타이드는 세포 선택성은 있으나, 세포 투과성이 낮다는 한계점이 
보고되었다(Svensen et al., 2012). 
따라서 본 연구는 세포 투과성이 우수한 것으로 알려진 LK 모듈의  
양친매성 CPP의 일부 서열을 제거한 후 무작위 서열로 변형함으로서,  
세포 투과성이 높은 동시에 T세포에 선택성이 있는 CPP를 개발하고자 
하였다. 이를 위해 먼저 LKKLLKLLKKLLKLAG 이중체의 일부 서열을 
제거한 후 LK 모듈 사이에 무작위 서열, (X)8을 도입한 펩타이드 변이체 
LKKLLKLLKKL(XXXXXXXX)LKKLLKLLKKL를 pIII 외피 단백질의 
N-말단에 발현하는 파지 디스플레이 라이브러리를 제조하였다. 재조합 
파지미드의 재조합 효율은 약 83.3% 였으며, 제조된 파지 디스플레이 
라이브러리의 다양성과 증폭 후 파지의 역가는 각각 1.4×108 cfu, 9.1









3.2 Biopanning을 통한 T세포 친화성 펩타이드의 선별 
과정   
 
파지 디스플레이 기술을 이용하여 제조한 1.4×108 cfu의 다양성이  
있는 펩타이드 라이브러리에서 T세포에 친화성이 있는 펩타이드를 선별
하였다. 
이를 위해 JurkatT 세포를 표적 세포로 선정하고, Biopanning 방법 중 
Cell-surface panning을 이용하였다. 비특이적인 친화성이 있는 펩타이드를 
제거하기 위해 JurkatT 세포 대비 10-100배 많은 수의 U2OS 세포를 
사용하였다. 5번의 선별 과정을 반복한 결과, 산출 파지의 수는 4번째까지 
감소한 후 5번째에서 증가했고(표 1), 투입 파지에 대한 산출 파지의 
퍼센트(% Bound)는 4번째까지 서서히 증가했지만 5번째에서 급격히 
증가했다(그림 5). 이 결과는 4번의 선별 과정을 통해 T세포에 친화성이 
있는 파지가 선별되었음을 의미한다(Samli et al., 2005).  
이후 4번째 선별 과정에서 얻은 파지 24개를 임의로 선택하여 DNA를 
추출한 후 pIII 외피 단백질 N-말단에 융합된, CPP 부위의 염기서열을 
조사하였다. 그 결과 CPP 부위의 아미노산 서열을 확인할 수 있었으며, 

















양성 선택 세포로 JurkatT 세포를, 음성 선택 세포로 U2OS 세포를  
사용하였다. 실험 결과 3.1에서 제조한 파지 디스플레이 라이브러리를  
1번째 선별 과정의 투입 파지로 사용하였으며, 산출 파지를 증폭하여  
다음 선별 과정의 투입 파지로 사용하였다. % Bound는 투입 파지에  
대한 산출 파지의 퍼센트이며, Enrichment는 직전 선별 과정 대비  
















[그림 5] Cell-surface panning의 각 Round별 % Bound(10-4)  















[표 2] 파지 디스플레이 기술로 선별한 T세포 친화성 후보 펩타이드의  










3.3 파지 디스플레이 기술로 선별된 펩타이드의 T세포 
선택적 투과성  
 
파지 디스플레이를 통해 선별된 LK 변형의 CPP 서열들이 실제로  
T세포에 선택적 투과성이 있는지를 조사하였다. 이를 위해 확인된 16개의 
서열 중 빈도가 높은 LK1, LK2, LK3을 조사 대상으로 선정하였으며, 
LK 모듈 사이에 SSGGSSGG의 임의 서열을 삽입한 펩타이드를 음성 
대조군으로 사용하였다. 각각의 서열에 해당하는 펩타이드를 화학적으로 
합성하고, N-말단을 형광 물질인 TAMRA (6-carboxy-tetramethyl-
rodamine)로 표지하여 세포에 처리한 후, 유세포 분석기로 세포 투과 
효율을 측정하였다. 그 결과 LKR 펩타이드에 대한 상대적인 평균 형광 
강도(Relative MFI)가 LK1 펩타이드는 HL60, F3B6, JurkatT, U2OS 
세포에서 각각 약 1.4, 5.4, 5.9, 13.4였으며, LK2 펩타이드는 각각 약 
0.9, 5.7, 5.6, 16.3이었다. LK3 펩타이드는 HL60, F3B6, U2OS 세포에서 
각각 약 1.8, 8.2, 21.6인 반면, JurkatT 세포에서는 약 57.7이었다 
(그림 6). 이 결과는 LK1, LK2 펩타이드는 T세포에 대한 선택성이  
없는 반면 LK3 펩타이드는 T세포에 선택성이 있으며, LK 모듈 사이에 
도입된 아미노산 서열인 ICRWPSSR에 의해 T세포의 표적과 상호작용할 
가능성이 높음을 의미한다. 
이후 T세포에 선택성이 있는 것으로 선별된 LK3 펩타이드의 농도에 
따른 T세포 투과 효율을 조사하였다. 이를 위해 TAMRA 표지된 LK3 
펩타이드를 4단계 농도로 세포에 처리한 후, 유세포 분석기로 세포 투과 
효율을 측정하였다. 그 결과 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM 농도에서 
형광을 나타내는 Jurkat T세포의 비율은 각각 약 1.01%, 14.11%, 87.0 
7%, 95.24%였다(그림 7).  
 







[그림 6] LKR, LK1, LK2, LK3 펩타이드의 세포 투과 효율 
HL60 세포, F3B6 세포, JurkatT 세포, U2OS 세포에 각각의 TARMA 
표지된 펩타이드를 100 nM 농도로 처리하고 12시간 배양한 후, 유세포 
분석기로 각 세포가 나타내는 형광의 평균 세기를 측정했다. 펩타이드의 
세포 투과 효율을 음성 대조군인 LKR에 대한 LK1, LK2, LK3의 상대적인 
평균 형광 강도로 나타내었다. 독립적으로 3회 실행한 실험의 결과이며, 















[그림 7] LK3 펩타이드 농도에 따른 T세포 투과 효율  
JurkatT 세포에 TARMA 표지된 LK3 펩타이드를 1 nM, 10 nM, 100 nM, 
1000 nM 농도로 각각 처리하고 12시간 배양한 후, 유세포 분석기로  
형광을 나타내는 세포의 비율을 측정했다. 독립적으로 3회 실행한 실험의 










3.4 LK3 펩타이드의 세포 투과 기전  
 
 T세포에 선택성이 있는 것으로 나타난 LK3 펩타이드의 세포 투과 기전을 
조사하였다. LK3 펩타이드가 세포막을 직접 투과하는지 엔도사이토시스 
기전으로 들어가는지를 확인하기 위해 엔도사이토시스 억제 조건인  
4℃ 조건에서 T세포를 배양한 후 유세포 분석기로 LK3 펩타이드의 세포 
투과 효율 변화를 측정하였다. 실험 결과 LK3 펩타이드의 T세포 투과 
효율은 4℃ 조건에서 억제를 가하지 않은 조건 대비 거의 100% 감소 
했다(그림 8A). 이 결과는 LK3 펩타이드가 에너지 의존적인 엔도사이토시스 
로 세포막을 통과함을 의미한다.  
LK3 펩타이드의 엔도사이토시스 경로를 조사하기 위해 T세포에  
다양한 엔도사이토시스 억제제인 Methyl-β-cyclodextrin (MβCD, Lipid 
raft 연관 엔도사이토시스 억제제), 5-(N-ethyl-N-isopropyl) amiloride 
(EIPA, Cdc42 의존적 엔도사이토시스 억제제), Chlorpromazine(CPZ, 
Clathrin 매개 엔도사이토시스 억제제), Sodium chlorate (NaClO3, 
Heparan sulfate proteoglycan 매개 엔도사이토시스 억제제)를 처리한 
조건에서 LK3 펩타이드의 세포 투과 효율 변화를 측정하였다. 그 결과, 
LK3 펩타이드의 T세포 투과 효율은 억제제인 MβCD, EIPA, NaClO3,를 
처리한 조건에서 억제를 가하지 않은 조건 대비 각각 약 50%, 19%, 
10% 감소했으며, 특히 CPZ을 처리한 조건에서 84% 이상 크게 감소 
했다(그림 8A). 이 결과는 LK3 펩타이드가 세포막 수용체를 매개하여 
T세포를 통과함을 의미한다. 
한편, LK3 펩타이드의 골육세포 투과 효율은 4℃ 조건에서 억제를  
가하지 않은 조건 대비 약 91% 감소했으며, MβCD, EIPA, NaClO3, 
CPZ 처리 조건에서 억제를 가하지 않은 조건 대비 각각 약 47%, 52%, 







[그림 8] 엔도사이토시스 억제 조건에서 LK3 펩타이드의 T세포(A) 및  
골육세포(B) 투과 효율  
JurkatT 세포와 U2OS 세포를 엔도사이토시스 억제 조건에서 30분  
 
 30 
배양한 후 100 nM 농도의 펩타이드를 처리하고 1시간 추가적으로 배양한 
뒤 유세포 분석기로 각 세포가 나타내는 형광의 평균 강도를 측정하였다. 
엔도사이토시스 억제 조건에서 LK3 펩타이드의 JurkatT 세포(그림 8A) 
및 U2OS 세포(그림 8B) 투과 효율 변화를 억제를 가하지 않은 조건의 
세포 투과 효율에 대한 상대적인 비율(Relative cell uptake(%))로 
나타내었다. 독립적으로 3회 실행한 실험의 결과이며, Error bar는 























3.5 LK3 펩타이드의 약물 운반 능력  
 
LK3 펩타이드의 약물 운반 능력을 조사하고자 하였다. 이를 위해  
Ionomycin과 PMA를 처리하여 T세포의 Interleukin-2 (IL-2) 생성을 
활성화한 후, IL-2 생성을 억제하는 약물인 Cyclosporine A (CsA)를 
단독으로 처리한 조건과 CsA와 LK3 펩타이드를 함께 처리한 조건에서 
GAPDH에 대한 IL-2의 상대적인 mRNA 발현량을 q-RT PCR로 확인 
하였다.  
 그 결과 GAPDH에 대한 IL-2의 상대적인 mRNA 발현량은 CsA를 
1.5 nM 농도로 처리한 조건에서 약 116.58로, 활성화 조건의 발현량인 
약 127.18과 유의미한 차이가 없었다. 반면, CsA 1.5 nM와 LK3 펩타이드 
100 nM, CsA 1.5 nM와 LK3 펩타이드 300 nM를 함께 처리한 조건 
에서는 각각 약 78.93, 82.05로, 활성화 조건의 발현량과 유의미한 차이를 
보였다. LK3 펩타이드가 T세포의 IL-2 발현량에 영향을 미쳐 이와 
같은 결과가 나타난 것인지를 확인하기 위해, LK3 펩타이드 만 처리한 
조건에서 GAPDH에 대한 IL-2의 상대적인 mRNA 발현량을 조사 
하였다. 그 결과 LK3 펩타이드 100 nM와 LK3 펩타이드 300 nM을 
처리한 조건에서 각각 약 132.92, 141.13으로 활성화 조건과 유의미한 
차이가 없었다(그림 9). 이 결과는 LK3 펩타이드가 CsA를 T세포 내부로 
운반하는 능력이 있음을 의미한다. 
한편, LK3 펩타이드의 CsA 운반 능력은 100 nM와 300 nM의 농도 











[그림 9] LK3 펩타이드의 CsA 운반 능력 
CsA와 LK3 펩타이드를 개별적으로 처리한 조건과 CsA와 LK3 펩타이드를 
함께 처리한 조건에서, Ionomycin과 PMA를 처리하여 활성화한 JurkatT 
세포의 IL-2 mRNA 발현량 변화를 qRT-PCR로 확인하였다. IL-2 
mRNA 발현량은 GAPDH에 대한 상대적인 발현량으로 정규화하였으며, 
Ionomycin과 PMA를 처리하지 않은 조건의 상대적인 IL-2 mRNA 
발현량에 대한 fold change로 나타내었다. 독립적으로 3회 실행한 실험의 
결과이며, 각 회당 2번의 qRT-PCR 결괏값을 정량하였다. Error bar는 






제 4장. 논의 
 
세포 투과 펩타이드(CPP)는 세포 투과 능력이 낮은 약물을 세포 내부로 
전달하는 운반체로 주목받으면서, 세포 투과성 또는 세포 선택성을 
향상시킨 다양한 CPP가 개발되었다. 현재까지 개발된 CPP의 아미노산 
서열은 CPP마다 큰 차이가 있지만, 양이온성, 소수성, 양친매성 CPP는 
세포 투과성이 높은 반면 세포 선택성은 없으며(Zahid, 2015), 파지  
디스플레이 기술로 개발된 세포 선택적 CPP는 세포 선택성이 있는 반면 
세포 투과성은 낮은 것으로 알려져 있다(Svensen et al., 2012). 
 본 연구에서는 세포 투과성이 높은 동시에 T세포에 대한 선택성이  
있는 CPP를 개발하고자 하였다. 이를 위해 LK 모듈의 양친매성 CPP를 
변형하여 무작위 서열을 도입한 펩타이드 변이체의 파지 디스플레이  
라이브러리를 제조한 후, 이를 이용하여 T세포 친화성 후보 펩타이드를 
선별하였다(표 2). T세포에 대한 친화성 빈도가 높은 LK1, LK2, LK3 
펩타이드 서열을 합성하여 형광 표지한 후 세포 투과 효율을 측정한  
결과, LK3 펩타이드만 T세포에 대한 선택성이 있음을 확인할 수 있었다 
(그림 6). M13 박테리오파지의 pIII 외피 단백질에 발현된 LK1, LK2 
펩타이드의 카피 수가 LK3 펩타이드의 카피 수보다 많아 선별 과정에서 
농축되어 LK3 펩타이드보다 친화성이 높게 나타난 것으로 보여진다 
(Bazan et al., 2012).  
T세포에 선택성이 있는 것으로 선별된 LK3 펩타이드의 농도에 따른 
T세포 투과 효율을 조사한 결과, LK3 펩타이드는 100 nM 농도에서 약 
87%, 1000 nM 농도에서 약 95%의 높은 세포 투과성이 있는 반면  
10 nM 농도에서는 약 14%의 제한된 세포 투과성을 보였다(그림 7).  




이 있는 LK 모듈의 양친매성 CPP(Jang et al., 2014)와 비교하면 낮은 
수치였으나 25 µM 이상의 농도에서 세포 투과성이 있는 세포 선택적 
CPP(Mi et al., 2003; Zahid et al., 2010)와 비교하면 높은 수치였다. 
펩타이드 라이브러리의 제작 과정에서 기대한 바와 같이 양친매성 CPP의 
일부 서열을 제거하고 무작위 서열을 도입하여 세포 투과성은 LK 모듈의 
CPP보다 낮아졌지만, 8개의 무작위 서열로 인해 T세포에 대한 선택성을 
가질 수 있었던 것으로 보여진다. 
또한 세포 투과 기전을 조사한 결과, LK3 펩타이드는 직접 투과와  
엔도사이토시스를 혼용하여 세포막을 통과하는 일반적인 CPP와 달리 
엔도사이토시스 기전으로 T세포를 통과하며, 주로 세포막 수용체를 
매개하여 T세포를 통과하였다(그림 8A). 반면 LK3 펩타이드가 골육 
세포를 통과할 때는 T세포에서의 투과 기전과 달리 약 9%가 세포막을 
직접 투과하였으며, 특정 엔도사이토시스 경로에 대한 선호없이 여러 
엔도사이토시스 경로를 혼용하여 세포막을 통과하였다(그림 8B). MβCD를 
처리한 조건에서는 LK3 펩타이드의 세포 투과 효율이 T세포와 골육 
세포에서 유사한 수준으로 감소하였다(그림 8). MβCD가 Lipid raft의 
콜레스테롤 뿐만 아니라 세포막의 콜레스테롤을 고갈(depletion)시켜 
세포막의 불안정성이 증가하면서 비특이적인 엔도사이토시스 억제 효과가 
나타난 것으로 보여진다(Mahammad & Parmryd, 2008). LK3 펩타이드와 
상호작용하는 T세포의 세포막 수용체에 대해서는 향후 추가적인 연구가 
필요하다. 
 LK3 펩타이드의 약물 운반 능력을 조사한 결과, T세포의 IL-2에 의한 
면역 반응을 억제하는 약물인 Cyclosporin A를 T세포 내부로 운반하는 
능력이 있음도 확인하였다(그림 9). LK3 펩타이드가 CsA를 T세포에 
선택적으로 운반하여 약효를 나타내는지에 대해서는 In vivo에서의 추가 





 본 연구의 결과들을 바탕으로 양친매성 CPP를 변형한 파지 디스플레이 
라이브러리의 제조 및 선별 방법이 세포 투과성이 높은 동시에 세포  
선택성이 있는 CPP를 개발하는데 유용함을 확인하였다. 향후 파지  
디스플레이 라이브러리의 다양성을 높이는 연구를 통해 여러 표적 세포 
선택적 투과 펩타이드를 개발하는데 적용될 수 있을 것으로 기대한다. 
또한 본 연구에서 얻은 LK3 펩타이드는 T세포에 대한 선택성이 높고 
T세포로 약물을 운반하는 능력이 있으므로, T세포에 대한 약물의 효능을 
증가시키고 약물 복용으로 인해 비표적 세포에 야기되는 부작용을 감소 
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This study aimed to develop Cell Penetrating Peptide(CPP) which 
has high cell permeability and selectivity to T cell.  
For this purpose, phage display library of peptide variants with 
random sequence which is modified from the amphipathic CPP 
known as having high cell permeability were prepared. And peptides 
with affinity to T cells were screened. Among these, we choose 
three peptide sequences with high affinity. These peptides were 
synthesized and tagged with fluorescence labeling, and the cell 
penetration efficiency was measured with a flow cytometer. Among 
the three peptides, LK3 peptides showed high selectivity to T cells. 
In addition, LK3 peptides pass through T cells in a cell membrane 
receptor-dependent manner at the nanomolar concentration, and 
carry immunosuppressive drug cyclosporin A to T cells.  
 46 
 As a result of these study, we conformed construction and screening 
method of phage display library which is modified from amphipathic 
CPP could be useful for the development of cell selective CPP. Our 
study expected to contribute in the development of a variety of 
target cell-selective penetrating peptides. LK3 peptide in this study 
is highly selective to T cell and has drug delivery ability. It can be 
used in the development of T cell selective drug carrier.  
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